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論 文 内 容 の 要 旨
第1章 序論 および 第2章 研究の背景
脳の情報処理機能の中でも,学 習 ・記憶機能は最 も重要である.海 馬と呼ばれ る領域は記憶機能の
制御系として重要な役割を果た していると考え られてお り,古 くか ら医学や生物学,心 理学など幅広
い分野で活発に研究されてきた,海 馬のCA3領 域は主要細胞が密な興奮性回帰 シナプスを形成する
という解剖学的特徴を有する.Marrはこの構造に着目し,ヘ ブ型シナプス可塑性を有する相互結合
型神経回路モデルを提案 し,この回路が連想記憶を実現可能であることを示 した{1】.その後,多 数の
生理学的研究「2,31や遺伝子工学的による研究14]によ り,このモデルを支持す る結果が報告されてい
る・ しかしなが ら,海馬CA3神 経回路が実際にどのよ うなダイナミクスを呈 し,ま た,ど のよ うな
学習則によ り連想記憶機能を実現 しているのかは,十 分に解明されているとはいい難い.これを明 ら
か にするためには,生 体神経回路を直接調べる必要がある.
これまで、生きた神経細胞か らなる小規模な回路の性質は,培 養神経細胞を用 いた実験系によ り調
べ られてきた[5].しか しなが ら,培養細胞がつくる神経回路の構造 は脳内のそれ とは大きく異なって
いるという問題がある,す なわち,脳 内の神経回路の構造が保存 された標本で研究する必要がある.
また,局 所神経回路の動的性質を調べる研究のほとんどは,電 気パルスを刺激として用いており,神
経回路の過渡的応答やニューロン活動の同期性に焦点を当てるものがほとんどであった,し か しなが
ら,海 馬には感覚刺激に対 して持続的な興奮状態 を伴 う神経細胞 も多く存在す ることが知 られてお り
[6],このような活動 を呈しているときの海馬局所神経回路の動的性質については ト分研究がなされて
いるとは言 いがたい.
そ こで本研究 は,脳 内の局所神経 回路の構造が保存されている急性海馬 スライス標本を用いて,
CA3領域 の複数の神経細胞を同時記録することにより局所神経 回路ダ イナミクスを調べた、特に,持
続的な興奮活動を誘導したときのニューロンの集団活動を解析する ことによ り,シ ナプスを介 したニ
ュー ロンの非線形相互作用によって生じる神経回路ダイナ ミクス,お よびニュー ロン活動に依存した
神経回路の再構築現象に焦点 を当てた.さ らに、神経回路の再構築 に関連 して神経回路内部における
興奮 レベ」しがバランスしているかどうかについても検討を行った.
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第3章 海馬スライス標本における多細胞同時活動の計測法
3週齢のHartley種モルモ ツトか ら得 られた海馬スライス標本(500μm厚)を,実験用人工脳脊髄液
を潅流 したインター フェースチャンバーに移 し,CA3領域錐体細胞層に2本 の4重 電極17】(以下,
テ トロー ド)を刺入 して複数のニューロンの活動を記録 した,そ れぞれのテ トロー ドの近傍にグルタ
ミン酸を満たしたガ ラスピペ ットを刺入 し,微小イオ ン泳動法によるグルタミン酸局所投与によ りニ
ューロンを刺激 した.テ ス ト刺激 としては,持続時間1秒 間のパルス刺激を2本 のガラスピペッ ト
で交互に5秒 間隔で与えた.条件刺激としては,持続時間1秒 間のパルス刺激を2本 のガ ラスピペッ
トに同時に10秒間隔で与 えた(ペ ア刺激).対照群 のスライス(n=5)に対 しては120分間テス ト刺激
を与えた.ペ ア刺激群のスライス(n=6)に対 しては,30分間のテス ト刺激の後にペア刺激を30分間
(180回)与え,そ の後再びテス ト刺激を60分 間与えた.記 録 した細胞外電位か ら神経スパイクを
切 り出して波形パ ター ンに基づいてクラスタリングし,明 瞭に弁別されたクラスタに含まれる神経ス
パイクを単一ニュー ロンの発火とみな した.発 火時系列を15分毎に区切 り(seSSIonと呼ぶ),解析
した,ま た,ニ ュー ロンの活動電位発生を点過程 とみな し,点過程の相互相関解析法によ りニューロ
ン間のシナプス結合の有無を推定 した.な お,本 研究は東北大学大学院情報科学研究科動物実験倫理
委員会による承認の もとで行われた.
第4章 海馬CA3神 経回路におけるバランスのとれた活動依存的再構築
テ トロー ド近傍 にグルタミン酸局所投与を行 うと(近 位刺激),発火頻度が上昇 した.ま た,記 録
電極より約400μm離れた箇所へのグルタミン酸投与(遠 位刺激)に よって も神経スパイク活動が惹
起された.シ ナプス伝達 を阻害した条件では遠位刺激 に対す る応答が抑制されたことから,こ の応答
を,回帰性シナプス を介 したニューロン応答(連 想的応答 と定義)で あると考え,解 析 を行った,
ペア刺激を行 うと,連 想的応答が著 しく変化するニ ュー ロンが観察された.そ こで,個 々のニュー
ロンにおける連想的応答の変化がペア刺激 にどのよ
うに依存 して いるかを検討 した.ペ ア刺激前後の連
想的応答の差の絶対値 の時間経過を調べた結果,ペ
ア刺激を180回与えた群においては,連想的応答が
ペ ア刺激後 に有 意 に増加 する傾 向が見 られた(図
1A),次に,神 経回路全体 としての応答がペア刺激
によって変化す るかどうかについて検討するために,
近位刺激,遠 位刺激に対する各ニュー ロンの応答発
火頻度のアンサ ンブル平均を調べた(図IB).その
結果,近位刺激および遠位刺激のいずれにおいても,
ペア刺激後に平均応答頻度の変化に有意な差は検出
されなかった.以 上の結果よ り,ペア刺激を十分な
回数与えた とき,個 々のニューロンの連想的応答特
性に変化が生 じるものの,発 火頻度の増減がバラン
ス して,神 経回路全体 としては変化しないことが明
らかになった,
A
06
誓
島、
更
§
■
02
0
圈
th自
B4
3
2
畜1
1,z
ξ.、
Near Paired
料
Near
{
02
567B
SeSSIon
o
Far
骨
Far
鞠
12345678
SeSSIen
図2A・ ペ ア刺 激 前 後 に お ける連 想 的 応 答 の 差
の絶 対値 の 比較(spikes/s±標 準誤 差 ,★:p<
O.05,Mann-whitney).ペア 刺 激 直 前 の
Sesslon2を基 準 としたB:各 ニューロンの
刺激 に対 す る反 応 頻度 の平 均(n=134).上
段:近 位 刺 激 下 段:遠 位 刺 激 横 軸:時 間
群,縦 軸:平 均 反 応頻 度(spikes/s±標 準 誤
差)
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神経回路の状態を表現するために,回路を構成す
るニュー ロンの発火頻度の空間パターンによ り表現
する方法が広 く用いられてきた[8,9】.本研究では,
1枚 のスライスか ら同時に記録された全てのニュー
ロン(ニュー ロン数 をNと お く)の発火確率 を要素
にもっN次 元ベ ク トル(集団神経活動ベク トル)を
神経回路の状態点 と定義 し,主成分分析によ り3次
元程度 に次元を縮約 してか ら軌道を描画 した.解 析
の結果,刺 激を与えていない時間帯は状態点が原点
付近にとどまること,刺 激中は刺激の種類に依存 し
た位置へ向かって状態点が一定の軌道に沿って移動
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図3海 馬CA3神 経 回路 のアトラクタダイナミク
ス.A:第1-2主成分 平面に投影された単一
刺激(S1,S2)中の集合神経活動ベクトルの
軌道.矢印 は定 常状 態を示す.Bニ ペア刺
激による定常状態 点の遷移.
する こと,さらに刺激を停止すると状態点は刺激前の位置に戻ることが視覚的 に確認された(図3A>,
この動きは相互結合型神経回路モデルが呈す る緩和型ア トラクタダイナ ミクスのそれと類似 したもの
である・また,ペ ア刺激を与えた後 刺激中の状態点の位置が大きく変化 した(図3B),さ らに,ペー
ア刺激中の状態点の軌道および漸近点の位置は,単 独刺激に対する応答か ら線形予測されたものと著
しく異なっていた.こ のことより,系のダイナミクスがニューロンの非線形相互作用に支配されてい
ることが示唆された.
ペア刺激は,遠 位刺激に加え近位刺激を与えることによ りニュ
ー ロンの相互作用 を誘導 し,応答に様々な影響を与える.そこで,
ペア刺激中の応答よ り遠位刺激中の応答を減ず ることによ り,ペ
ア刺激による遠位刺激応答のカサ上げ効果(Boostlngeffect)を推
定 し,連想的応答の変化量 との関係を調べた(図4).その結果,ペ
ァ刺激 に対する応答が単独遠位刺激に対する応答よ り小さいニュ
ー ロン(Boostingeffect<0)においては連想的応答がペア刺激後
に減少す る傾向が見 られた.一 方,ペ ア刺激に対す る応答のほう
が大 きいニューロン(Boostingeffect>0)は,連想的応答が増加す
る傾向が見 られた,こ の結果よ り,シナプス結合強度の変化量が
シナプス前後のニュー ロンの活動 レベルの相関に依存すること,
すなわちコバ リアンス学習則 と類似 した性質を持つ ことが示唆さ
れた.
包
$首
ε
EE
ぐ
2
1
0
1
2
NegativePositjve
Boostingeffect
図4ペ ア刺 激 中 によるカサ上げ
効果(Boostingeffect)と連
想 的 応 答 の変 化 量(△FR)
の関係
各ニュー ロンの発火時系列よりシャフリング補正された相互相関 ヒス トグラム[10,11】(CCH)を計
算 し,ニ ュー ロン問の機能的結合およびその強度 を推定 した.そ の結果,ペ ア刺激に伴い機能的結合
が変化す るニューロンペアが複数見られた.こ の結果より,ペ ア刺激によって回帰性シナプスの結合
強度が変化 したことが示唆された.
第5章 シナプス結合強度のモデルベース推定法
シャフリング補正CCHお よび相互相関係数を用いればシナプス結合の強度を評価す ることが可能
であるが,こ れ らの推定値にはシナプス後ニューロンの発火頻度に異存するバイアスが含まれている
という問題が あった.そ こで,本 研究では,形 式ニューロンモデル とニューロンが共通 して受け取る
入力(背 景 ノイズ ・コモ ンドライバ)の 確率分布を仮定することによ り,CCHか らシナプス結合強
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度とシナ プス後ニューロンの発火閾値の値を同時に推
定 し,神 経結合 の強度を定量化する方法を考案 した.
さらに,多 細胞同時記録データに適用することで,そ
の妥当性 と有用性について検討 した[12】.
推定されたシナプス結合強度とシナプス後ニュー ロ
ンの発火 閾値 の値 を検討 した結果 前者はシナプス前
ごユーロンごとに異なる値をとるのに対し,後者はシ
ナプス後ニューロン固有の値をとることが確認 された.
また,結 合強度の頻度分布がガンマ分布 と類似 した単
峰性 の形状を有することが見出された(図5B).一方,
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図5相 互相 関係数(A)および提案 法(B)に
より推 定され た結合強度 のヒストグラム(n
=29,A:bin=O.05,B:bin=0.1).点線
はガンマ分布による近似 曲線を表す,
従来法である相互相関係数は単調減少の分布を示 した(図5A),シナプス後電位はシナプス結合強度に
比例する と考え られる[13]が,これは単峰性分布を示す ことが知 られている こと【14],本 手法で得 ら
れた結果は これと近い分布の形状をもつ ことから,本 推定結果の妥当性が示唆された.
最後 に,シ ナプス結合強度の頻度分布をペア刺激前後で比較 した,そ の結果,ペ ア刺激前後で分布
の形状パ ラメータが変化 しないことが明らかになった.こ の結果は,ペ ア刺激 によって個 々のシナプ
ス結合が変化 したとしても神経回路全体のシナプス結合強度の分布が一定 に保たれるように調節する
メカニズムが存在していることを示唆 している.
第6章 まとめ
本研究でば 急性海馬スライス内のCA3神 経回路が持続的な刺激を受けたときの神経回路ダイナ
ミクスと活動依存的な学習則の一端を明らかに した.ま た,こ の局所神経回路 自身が回路全体の発火
頻度 を一定水準 に保つメカニズムを内在 していること示唆す る結果を得た.さ らに,従 来の神経スパ
イク相互相関解析を拡張することによ り,ニューロン間のシナプス結合強度を推定する新 しい手法を
提案 し,実 験デー タへの適用結果からその手法の妥当性を明 らかにした.今 後は,ホ ールセルクラン
プ法などによるシナプス結合強度の実測データと本手法による結果を比較す ることによって,推定精
度 を検討するとともに,細 胞内記録が難 しいために細胞外記録 しか得られない 加 ㎡即 等のデータへ
適用す ることによって,本 手法の有用性を示していく必要がある.
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論 文 審 査 結 果 の 要 旨
脳の海馬CA3領 域の局所神経回路には、可塑性を有する回帰性 シナプス結合が高密度に存在する。連想
記憶機能 を有する相互結合型神経回路モデルとの相似性により、この領域の局所神経回路がモデルと類似 し
た計算 ・学習メカニズムによって連想記憶機能を実現 している可能性が指摘されてきた。 しかしなが ら、実
験およびデータ解析手法の制約により、それを直接的に証明 した研究はこれまでなかった。著者は、多細胞
記録法 と薬物局所投与法か らなる実験手法、およびデータ解析 とモデ リング手法を駆使することによ り、 こ
の説を実証することを目指 して研究 に取 り組んできた。本論文は、その成果をまとめた もので、全編6章 か
らなる。
第1章 は序論である。
第2章 では、海馬CA3領域に関する神経科学的知見と数理モデルについて概説 している。
第3章 では、急性海馬スライス標本を用いた多細胞記録、局所薬物投与、な らび にデータ解析の方法を説
明している。
第4章 では、海馬CA3領 域の2箇 所の神経細胞群の活動をモニター しなが ら、それぞれの細胞群 を刺激
することによって、回帰 シナプス結合を経由した細胞群間の相互作用とその結果生じる神経細胞の集団活動
を解析 している。その結果、2つ の細胞群を同時 に活性化することによって、それ らの間のシナプス結合強
度が神経細胞間の非線形相互作用を通じて活動依存的に変化す ることを示 した。また、 この変化にもかかわ
らず、神経回路全体の活動頻度は一定に保たれていることを明 らか にした。 この結果は、シナプス強度変化
後の活動度の調節が局所回路 レベルで生じている可能性を示唆 してお り、有用な成果である。
第5章 では、同時に記録された神経細胞の活動電位発生時系列の相互相関解析に基づ いて、シナプス結合
強度を推定するための新 しい手法を開発 している。 これは神経細胞の入出力特性の確率モデルに基づく方法
であり、従来の修正相関解析法の《百嘛 蛮拡張となっている。さ らに、その有効性を、海馬CA3領 域で記録
された実験データへ適用することによって明らかにしてお り、その成果は高く評価できる。
第6章 は結論である。
以上要するに本論文は、海馬の急性スライス標本において多数の神経細胞活動を同時記録するとともに新
しい解析手法を導入することによって、CA3領域の局所神経回路における神経細胞間の非線形相互作用と自
己組織現象の一端を明 らかにしたもので、応用情報科学な らびに神経科学の発展に寄与するところが少なく
ない。
よって、本論文は博 士(情 報科学)の 学位論文として合格 と認める。
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